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@ Enzymatisches Verfahren zur Verminderung des Gehaltes an phosphorhaitigen Bestandteilen in
pflanzi. u. uerlsc_:hen Olen.

@ Der Gehalt an phosphorhaltigen Bestandteilen, inbesondere Pho__sphaﬁden, wie Lecithin, sowie der Eisenge-
halt in pflanzfichen und tierischen, vorzugsweise vorentschieimten Olen, z.B. Sojadl, werden erfindungsgemis
durch enzymatischen Abbau mittels Phospholipase Ay, Ae oder B vermindert.
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Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Verminderung des Gehaltes an phosphorhaltigen Bestandteilen
in Speiseblen durch enzymatischen Abbau und Abtrennung ‘s:ler Abbauprodukte. Der Begrift Speisedle
umfaBt pflanziiche und tierische, vorzugsweise vorentschieimte Ole.

Stand der Technik

Rohes Sojad! und andere pflanzliche RohGle werden einer Vorentschleimung unterworfen, bei der
Phosphatide, wie Lecithin, und andere hydrophile Nebenbestandteile entfernt werden. Geschieht dies durch
Exirahieren mit Wasser, spricht man auch von Nafentschleimung. Bei dieser Behandlung verbleibt ein Teil
der Phosphatide im O, der unter dem Begriff "Nicht-hydratisierbare Phosphatide™ (NHP) zusammengefalt
wird. FUr die Herstellung von Speisadlen ist os unerfiglich, diesen Anteil 2u sntfemen; nach herrschender
Melnung solt der Phosphorgehalt 5 ppm nicht bberschreiten. (Vgl. Hermann Pardun, “Die Pflanzentecit-
hine™, Verlag flir chemische Industrie H. Ziollkowsky KG, Augsburg, 1988, Seiten 181-184)

Die NHP entsiehen durch die Wirkung pflanzencigener Enzyme. Diese werden beim "Alcon-Verfahren™
durch Dampfbehandlung der Sojaflocken inaktiviert, so da8 die Bildung der NHP unterbunden wird und bei
der NaBentschleimung des rohen Oles der Phosphatidanteil nahezu volistindig entfernt werden kann.

Aus dem vorentschieimten Ol kann mittels wiBriger Tensidisungen ein wesentlicher Teil der NHP
oxtrahiert werden, jedoch kommt man in der Regel nicht unter 30 ppm Phosphor. Erfolgrsicher ist die
Behandiung mit Siuren oder Alkalien, erfordert jedoch viele Arbsitsschritte.

Bekannt ist die Behandlung pflanzlicher und tierischer Ole mit Enzymen, wodurch enzymatisch
spaltbare Bestandteile zu wasserldstichen, leicht extrehierbaren Stofien abgebaut werden sollen. So werden
nach DE-A 16 17 001 Fette fiir die Seifenherstellung mit proteolytischen Enzymen desodoriert. Zur Klarung
von PilanzenSlen werden gemiB GB 1 440 462 amylolytische und pekiolylische Enzyme eingesetzt. Nach
EP-A 70 269 werden tierische oder pflanzliche Fette oder Glo Im rohen, hatbaufbersitetsn oder raffiniesten
Zustand mit einem oder mehreren Enzymen behandslt, um alle Bestandteile, die keine Glyceride sind, zu
spalten und abzutrennen. Als gseignete Enzyme werden Phosphatasen, Pektinasen, Zellulasen, Amylasen
und Proteasen erwlihnt. Als Beispiel einer Phosphatase wird Phospholipase G genannt. Die Anwendung von
Enzymen zur Vollentlecithinierung oder Totalentschieimung, wie man die NHP-Entfernung aus vorent-
schisimten Olen auch nennt, ist nicht bakannt.

Dis Natur der NHP ist nicht genau bskannt. Nach Pardun (loc.cif) handsh es sich um Lysophosphatide
und Phosphatidsduren bzw. daraus gebildets Calcium- und Magnesium-Salze, die durch den Abbau von
Phosphatiden unter der Einwirkung pflanzeneigener Phospholipasen entstehen. :

Aufgabe und LOsung

Zie) der Erfindung ist ein enzymatisches Verfahren zur Verminderung des Gehaltes an phosphor- und
eisenhaltigen Bestandteilen in vorentschisimten Olen.

Es wurde gefunden, daB sich die Behandlung der vorentschisimten Ote mit einer Phospholipase A, Ac
oder B fOr diesen Zweck eignet. Es wurden Phosphorgehalie unter 5 ppm und Eisengehalte unter 1 ppm
erreicht. Der niedrige Eisengehait ist fir die Stabilitdt des Otes von Vortell. Die Vemninderung des
Phosphorgehalts ist insofemn {iberraschend, als Enzyme vom Typ der Phosphofipasen ir die Bildung der
NHP verantwortiich gemacht werden. Mit Phospholipase C oder D I&ft sich das Verfahrens2iel nicht
erreicheon.

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Verminderung des Gshaltes an phosphorhaliigen
Bestandteilen in Speisedlen durch enzymatischen Abbau, bei dem als Enzym eine wiBrige Losung einsr
Phospholipase A:, A; oder B eingssetzt und die wiSrige Phase von dem behandsfien B abgetrennt wird.

AusfOhrung der Erfindung

Da die Phospholipasen As, A; oder B Lecithin angreifen wirden, ist es nicht sinnvoll, hoch lecithinhalti-
ge Olo, wie rohes Sajadl, in dem erfindungsgemaBen Verfahren einzusetzen. Ausgangsstoff sind daher
vorentschieimte Ole, die sich in der Regel durch einen Phosphorgehalt zwischen 50 und 250 ppm
auszeichnen. Ole schwankender Qualitiit kBnnen auf der gleichen Anlage verarbeitst werden. Vorzugsweiso
werden vorentschleimts Ole, vor allem Sonnenblumend!, Rapsdl und insbesondere Sojadl eingesetzt. Ein
vorherige Trocknung des Ols ist entbehriich.
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durch den Zusatz von Tensiden geidrdert. Die Abbauprodukte der NHP haben eine hdhere Hydrophilie und
gehen daher in dle Wasserphase Giber. Sle werden daher ebenso wie die Metailionen gleichzeitlg mit der
Wasserphase aus dem Ol entfernt.

Phospholipase A1, A; und B sind bekannte Enzyme; (Vgl. Pardun, loc.cit. Seiten 135-141). Phospholipa-
se A spaltet die Fettsdureestsrgruppe am C,-Atom eines Phospholipidmotekllis. Sie findet sich 2.B. in der
Rattenleber und im Schweinepankreas. Aus Schimmalpilzkuituren von Rhizopus arhizus konnte ein Enzym
mit Phospholipase-As -Aktivitit isoliert werden.

Phospholipase Az, die friher auch als Lecithinase A bezeichnet wurde, spaltet die Fettsdureestergruppe
am Cz-Atom eines Phospholipidmoleklls. Sie tritt, meist vergeselischaftet mit anderen Phospholipasen, in
fast allen Tier- und Pflanzenzellen auf. Reichlich findet sie sich Im Schiangengift der Kiapperschlange und
der Kobra, sowie im Bienen- und Skorpiongift. Technisch kann sie aus Pankreasdrlisen gewonnen werden,
nachdem aktivitdtsinhibierende Begleitproteine mit Trypsin abgebaut worden sind.

Phosphdlipase B kommt in der Natur weilverbreitet vor. Sie wirkt auf das durch Phospholipase As-
Einwirkung entstandene Lysolecithin durch Abspaltung des zwelten Fetts3ureesterrestes ein. Zum Teil wird
sie auch als Gemisch der Phospholipasen Ay und A; angesehen. Sie kommt in der Rattenleber vor und
wird auch von manchen Schimmelpilzen, wie Penicillium notatum, erzeugt.

Phospholipase A. und B sind als Handelsprodukte erhditlich. Flr die technische Anwendung ist der
Einsatz gereinigter Enzyme in der Regel nicht erforderlich. FOr das Verfahren der Erfindung eignet sich ein
Phospholipase-Préparat, das aus gemahlensn Pankreasdriisenbrei gewonnen wird und vor allem Phospholi-
pase- A enthdlt. Das Enzym wird - je nach Aktivitdt - in Mengsn von 0,001 bis 1 Gew.-%, bezogen auf o1,
eingssetzt. Eine gute Verteilung des Enzyms im Ol wird gewahrisistet, wenn es in einer Wassermenge von
0,5 bis 5 Gew.-%, bezogen auf O}, gelost und in dieser Form in dem Ot zu Trépichen von weniger als 10
Mikrometer Durchmesser (Gewichtsmittelwert) emulgiert wird, Turbulentes Rihren mit Radlalgeschwindig-
keiten Ober 100 cm/s hat sich bewlhrt. Stattdessen kann das Ol mit Hilfs einer externen Kreisslpumpe im
Reaktor umgewilzt werden. Auch mittels Ultraschalleinwirkung I8t sich die enzymatische Reaktion fSrdern.

Dio Enzymwirkung wird durch den Zusatz einer S8ure, vorzugsweise einer organischen Carbonsiure,
gesteigert, die vor oder nach der Enzymbehandlung, am besten jedoch gleichzeitig zugegeben werden
kann. Citronensdure ist bevorzugt. Sle kann in Form der freien S3ure oder als Puffersystem in Kombination
mit ihrem Salz, wie einem Alkalisalz (2.8. Natriumcitrat), einem Erdalkalisalz (2.B. Calciumcitrat) oder einem
Ammoniumsalz, singesetzt werden. Gesignete Mengen sind 0,01 - 1 Gew.-%, baz. auf OI, optimal 0,1 Gew.
%. Mit der SHure wird der pH-Wert auf einen Wert von 3 bis 7, vorzugsweise von 4 bis 6, eingestellt. Das
Optimum fiegt etwa bei pH 5. Uberraschenderweise ist disser pH-Wert auch dann optimal, wenn die
Phospholipase in Form eines Enzymkomplexes aus Pankreas eingesetzt wird. Der Pankreas-Enzymkomplex
hat sonst ein pH-Optimum von 8 und ist bel pH 5 kaum noch wirksam ist. Anscheinend stellt sich an der
Phasengrenzfiiche, wo die Enzymwirkung eintritt, ein hSherer pH-Wert als innerhalb der wiBrigen Phase
ein.

Um die Phosphofipasen Ai, Az und B aus fetthaltigem Pankreatin oder Pankreasprodukien in Lésung zu
bringen, sind emulgierende Zusitze hilfreich. Geeignet sind wasseriGsliche Emulgatoren, insbesondere
soiche mit einem HLB-Wert Uber 9, wie Na-Dodecylsulfat. Es Ist in einer Menge von z.B. 0,001 Gew.-%,
bezogen auf Ol, wirksam, wenn es dsr Enzyml8sung vor dem Emuigieren im Ol zugesstzt wird.

Der Zusatz weiterer Enzyme, vor allem Protsinasen und Amylasen, wirkt sich oft vorteilhaft aus. Auch
Proteinzusiitze kdnnen durch eine gewisse Tensidwirkung vorteithaft sein.

Die Temperatur bei der Enzymbshandlung ist nicht kritisch. Temperaturen zwischen 20 und 80°C sind
gesignet. Optimal ist eine Temperatur von 50°C, jedoch kann kurzzeitig auch bis 70°C erwdrmt werden. Die
Behandlungsdauer hingt von der Temperatur ab und kann mit zunshmender Temperatur klirzer gehalten
werden. Zeiten von 0,1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 5 Stunden sind in der Regel susreichend. Besonders
bewdhit hat sich sin Stufenprogramm, bei dem die erste Stufe bsi einer Temperatur von 40 bis 60°C und
dis zweite Stufe bei einer hdhsren Temperatur im Bereich von 50 bis 80°C ausgeflihrt wird. Beisplelsweise
wird zuerst 3 Stunden bel 50°C, dann eine Stunde bei 75°C gerlhrt.

Nach Abschiuf der Behandlung wird die Enzymldsung mitsamt der darin aufgenommenen Abbaupro-
dukte der NHP von der Olphase abgetrennt, vorzugsweise durch Zentrifugieren. Da sich die Enzyme durch
gine hohe Stabilitdt auszeichnen und die Mengs der aufgenommenen Abbauprodukte gering Ist, kann dis
gleiche EnzymiSsung mehmals wiedsrverwendet werden.

Vorzugsweise wird das Verfahren kontinuierlich durchgeflihit Bei siner zweckmagigen kontinuterlicher
Ambeitsweise wird das Ol in einem ersten Mischgefdd mit der EnzymiSsung emulgiert, in einem oder
mehreren nachfoigenden ReaktionsgefdBen, gegebenenfalls bei steigender Temperatur, unter turbulenter
Bewegung reagleren gelassen, und anschfieSend in einer Zentriluge die wiBrige EnzymiSsung abgetrennt.
Um eine Anreicherung der Abbauprodukte in der Enzymidsung zu vermeidsn, kamn ein Teil davon laufend
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durch frische EnzymiBsung ersetzt und der Rest in den Proze8 zurlickgeflhrt werden.

Das gewonnene 01 hat einen Phosphor-Gehalt unter 5 ppm und ist damit zur physikalischen Raffination
2u Speisedl geeignet. Dank des emeichten niedrigen Eisengehaltes hat es gute Voraussetzungen, um beim
Raffinieren eine hohe Oxydationsbestidndigkeit zu erreichen.

BEISPIELE
Beisplel 1

1 | naBentschlsimtes Sojad! mit einem Rest-Phosphorgehalt von 130 ppm wird in einem Rundkolben auf
50°C erwdrmt. 0,1 g einer reinen Phospholipase Az mit einer Aktivitit von 10 000 Einheitenfg (1
Phospholipass-Aq-Einheit setzt bel 40°C, pH 8 aus Eigelb 1 Mikro-Mol Fettsiure pro Minute frei), 1 g Na-
Citrat, und 20 mg Na-Dodecyisuliat werden in 33,3 g Wasser geldst, mit Citronens3ure auf pH §2
eingestellt und die LBsung In dem OI zu TrBpfchen mit sinem Durchmesser von 0,1 Mikrometer emulgiert.
2Zu diesem Zweck wird das ) mittels einer extsmen Kreiselpumps etwa 3 mal pro Minute umgewiizt. Nach
oiner Behandlungsdauer von 3 Stunden wird in einer abzentrifugierien Probe ein NHP-Gebhalt von 34 ppm P
gefunden. Nach Steigerung der Temperatur auf 75°C und einstindiger Weiterbehandlung ist der NHP-
Gehalt auf 3 ppm P gesunken. Das so bshandeite Ol xann nunmehr zur physikalischen Raffination
eingesetzt werden.

Beispisl 2

Das Verfahren gem3B Beispie! 1 wird mit dem Unterschied wiederholt, dag anstelle von Phosphotipase
A2 1 g eines Phospholipase B-Priparats aus Corlicium species (Firma Amano, Versuchsprodukt chne
Aktivititsangabe) eingesetzt wird. Der Phosphorgehalt im Scjabl wird auf unter 1 ppm reduziert.

Vergieichsversuche

Das Verfahren gemip Beispiel 1 wird mit dem Unterschisd wiederholt, da8 anstelle von Phospholipase
A: 1 g sines Phospholipase C-Prdparats (Firma Amano Phamaceutical Co, Ltd., Nagoya, Tokyo, Japan,
Versuchsprodukt chne Aktivitdtsangabe) eingesetzt wird. Der Phosphorgshalt im Sojabl vermindert sich nur
auf 45 ppm.

Bl Einsatz von 1 g eines Phosphofipase D-Priparats mit einer Aktivitdt von 1250 Phospholipase-
Einheiten pro Gramm (Firma Sigma Chemle GmbH, Deisenhofen) wurde ein Phosphorgehalt von 48 ppm
erreicht. Der Elnsatz von 1 g siner sauren Phosphatase (Firma Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) ergab
sinen Phosphorgehalt von 47 ppm.

Etwa der gleiche Phosphorgehalt wird gefunden, wenn das Verflahren ohne Enzymzusatz durchgetlhrt
wird.

Beispisl 3

1 | nafentschieimtes Sojabl mit einem Rest-Phosphorgshalt von 110 ppm wird in einem Rundkolben auf
75°C erwdmmt. Unter starkem Rlhren mit einem Filgelihrer von § cm Durchmesser bei 700 UpM werden
10 mi Wasser, enthaltend 1 g Citronens3ure, zugesetzt und 1 Stunds weitergerUhrt. Dann wird auf 40°C
abgekiihit und eine L3sung von 0,1 g Phospholipase A der in Beisplel 1 angegebenen Qualitit sowie 50
mg Calciumchlorid in 20 m! 0,1 molarem Acetatpuffer pH 5,5 zugegeben. Nach weiteren 5 Stunden
intensiver ROhrung wird die Wasserphase abzentrifugiert. Das erhaltene Ol enthalt 2 ppm P und ist zur
physikaiischen Raffination gesignet. Dis Veriinderung der anderen Kennzahien geht aus folgender Tabelle
hervor:
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Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 vorent-
schisimtes Sojad] verarbeitoet wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 vorent-
schisimtes Raps- oder Sonnenblumendl verarbeitet wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da8 dle
Phospholipase in Form einer w3Brigen LEsung eingesetzt wird und die LGsung in dem O1 zu Trpfchen
einer GréB8e unter 10 Mikrometer emulgiert wird.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch q_ekennzeichnet. daB die wiBrige Losung der Phosphollpase nach
der Einwirkung von dem behandeiten O1 abgetrennt und erneut verwendet wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da8 es
chargenweise durchgeflhrt wird.

Verfzhren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB es
kontinuierlich durchgeflihrt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es in
zweistufig durchgefilhnt wird und da8 dis erste Stufe bl einer Temperatur von 40 bis 60°C und die
zweite Stufe bei einer hSheren Temperatur im Berelch von 50 bis 80°C ausgefihrt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, da8 zusétzlich
Zitronensiure eingesetzt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, da8 gleichzei-
tig mit der Verminderung des Gehalls an phosphorhaitigen Bestandteilen auch der Eisengehalt des
Oles vermindert wird.
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